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1 Uvod

ees

Svétova populace starne. Rozvoj védy a zdravotni péce prispély k tomu, Ze lidé Ziji
zdravéji a déle. To vSak také vedlo k naristu incidence onemocnéni, ktera se vyskytuji
predevsim v pozdnéjsim véku, mezi které patfi pravé i demence.[1]

Soucasné odhady naznacuiji, Ze po celém svété Zije 47 miliona lidi s demenci a toto
Cislo se bude i nadale zvySovat, pokud nedojde k revoluci ve farmakoterapii tohoto
onemocnéni. Demence nepostihuje pouze jednotlivce, nybrz i ¢leny rodiny, ktefi tak
mnohdy Ziji na hranici chudoby.[1]

Demence je syndrom zpUsobeny onemocnénim mozku a dochazi i k naruseni jeho
funkci, véetné paméti, mysleni, orientace, schopnosti ucit se a dalSich. Alzheimerova
choroba je nejbéznéjsi pricinou demence, mimo dalsich forem, kterymi jsou vaskularni
a frontotemporalni demence. Doposud pouzivana léCiva v terapii Alzheimerovy choroby
netesi hlavni pri¢iny neurodegenerace, ale poskytuji pouze docasnou ulevu od pfiznak
a oddaluji progresi onemocnéni. Existuji dvé zakladni cesty pro lé¢bu Alzheimerovy
choroby a to pouziti inhibitorti AChE nebo inhibitord NMDA receptor(.[1][2]

Proto je potfeba dale hledat nova |éCiva, kterd budou schopna nemoc vylédit, a tak
ma Alzheimerova choroba ve vyzkumu stale své misto. Vyzkumna skupina ADINACO
(Alzheimer’s DIsease and NAtural COmpounds), ktera pUsobi na Katedfe farmaceutické
botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy, se zabyva SirSim studiem
latek izolovanych z rostlin i hub z hlediska jejich pdsobeni na patofyziologické procesy
ovliviujici vyvoj Alzheimerovy choroby. Skupina provadi izolaci a identifikaci latek,
nasledné se stanovuje jejich biologicka aktivita vhodnou metodou.[3]

Apocynaceae je Celed bohata na druhy, které se ve velké mife uplatnily v mediciné.
Radime sem mimo jiné i rostlinu Catharanthus roseus L. v minulosti hojné vyuZivanou
jako antidiabetikum. Tento ucinek vsak nebyl nikdy ovéren, ale béhem studie
antidiabetickych ucinkQl této rostliny, bylo objeveno jeji antimitotické pulsobeni.
Rostlina, ktera je bohatd na indolové alkaloidy (vinblastin, vinkristin) se pouziva k izolaci
téchto alkaloid(i majici Siroké uplatnéni v onkologii.[4]

Dale sem fadime rostlinu Vinca minor L., kterd je pfedmétem této diplomové

prace. Jedna se o stdle zelenou rostlinu bohatou na indolové alkaloidy, z nichz je nejvice



pouzivan vinkamin a predevsim jeho semisynteticky derivat vinpocetin, ktery se pouziva
v prevenci a lé¢bé cerebrovaskuldrnich onemocnéni.[5]

V soucasné dobé se alkaloidiim Vinca minor L. vénuje pozornost a je zkouman
jejich potencidlni ic¢inek na AChE a BUChE a jejich pfipadné vyuziti v 1é¢bé Alzheimerovy

choroby.



2 Cil prace

1. lzolace alkaloid( z vybrané frakce sumarniho alkaloidniho extraktu Vinca minor
L. za pouziti chromatografickych metod

2. lIdentifikace alkaloid( a uréeni jejich struktury pomoci GC/MS analyzy

3. Stanoveni biologické aktivity ziskanych alkaloid(i na lidskou acetylcholinesterasu
a butyrylcholinesterasu

4. Vypracovani literarni reserse
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3 Teoreticka cast

3.1 Demence

Demence je syndrom ziskanych a setrvavajicich dusevnich poruch, které jsou
charakterizovany zhorsenim v alespon trech nasledujicich oblastech: pamét, mysleni,
jazyk, pldnovani, manipulace se ziskanymi znalostmi. Dle této definice sem nepatfi
mentalni retardace ani akutni stavy zmatenosti. Vétsina forem demence se objevuje po
65. roce zivota, asi 5 % populace starsi 65 let je postizeno demenci, u lidi nad 80 let
prevalence stoupa aZz k 20 %.[6] Celosvétové je demenci postiZzeno pres 47 miliond lidi a
pocet takovych pripad(i se neustale navysuje.[7] Alzheimerova choroba je nejéasté;si
pricinou demence, az z 60%. DalSimi typy demence jsou napfiklad vaskularni demence,

demence s Lewyho télisky nebo frontotemporalni demence.[8]

Clovék, u kterého diagnostikujeme demenci, méize mit dle [8] nasledujici priznaky.
a) Ztrata paméti, kterd ovliviiuje schopnost plnit bézné pracovni ukony
b) Problémy s vykonanim béznych Cinnosti
c) Problémy stecéi — ¢lovék zapomind i jednoduchd slova nebo je nahrazuje
nespravnymi, a jeho véty pak nedavaji smysl
d) Casovd a mistni desorientace
e) Problém s abstraktnim myslenim
f) Zakladani véci na nespravné misto
g) Zmény v naladé nebo chovani

h) Ztrata iniciativy

3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba byla poprvé popsana némeckym neuropatologem Aloisem
Alzheimerem roku 1906, po kterém tato choroba pozdéji ziskava své jméno.[9] Projevuje
se progresivni ztratou paméti a dalSich kognitivnich schopnosti. Nejvice je postizena
kratkodoba pamét. | presto, Ze najdeme vzacné pripady v dfivéjsim véku, jedna se o

chorobu objevujici se spiSe ve stari a s postupujicim vékem pocet pripadl roste.
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Onemocnéni s c¢asnym zacdtkem pred 65. rokem byva familidrné dédi¢né (s
autozomdlné dominantnim typem dédi¢nosti). U nemocnych nad 65 let muiZe byt
sporadické i dédicné.

Nemoc ¢asto zacina mirnymi symptomy, které se zhorsuji rliznou rychlosti, a kon¢i
vaznym poskozenim mozku. Skutecné pficiny, které hraji dualeZitou roli v rozvoji
Alzheimerovy choroby, doposud nejsou presné definovany, ale nékteré anomalie hraji
dllezitou ulohu v patogenezi Alzheimerovy choroby. Jsou to abnormalni energeticky
metabolismus a zpracovani proteind, tj. agregace  amyloidu, fosforylace tau proteinu,
zmény v metabolismu vapniku, oxidativni stres a neuro-zanét. [7][10] Jednim z hlavnich
mist, kde se koncentruji obecné hlavni znaky Alzheimerovy choroby je hipokampus.
Vétsinou je Alzheimerova choroba diagnostikovana az tehdy, kdy je hipokampus znacné

poskozen.[11]

3.2.1 Makroskopické zmény

Pfi Alzheimerové chorobé probihaji podobné zmény jako pfi starnuti. Obecné se
hmotnost i velikost mozku stafim snizZuje, zejména po 55. roce Zivota. Redukuje se
Zivota relativné rychleji ubyva Sedd hmota, v pozdéjSim obdobi hmota bila.

Mozek pacientl s Alzheimerovou chorobou je bledy a atroficky s poklesem
hmotnosti 21300 — 1700 g na 800 — 1000 g. Atrofie nejvice postihuje frontalni,
temporalni a parietalni lalok. Ranna Alzheimerova choroba ovliviuje strukturalné
hipokampalni oblasti, zatimco funkéné ovliviiuje parietalni laloky, coz mulze byt
zplUsobeno amyloidnimi depozity a odpojenim od hipokampu. Zmény jsou ale viditelné
vcelém mozku — zdvity jsou zlUZené a ryhy rozsifené, muzeme vidét fibrézu
leptomeningl a zvétSeni mozkovych komor v dlsledku ztraty parenchymu. Existuji ale i
atypické pripady, kde jsou zmény omezeny pouze na jeden mozkovy lalok nebo

hemisféru. [10][12][13]
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Obr. €. 1: BéZné patologické nalezy u Alzheimerovy choroby [14]

3.2.2 Etiologie

PFesnd pricina vzniku Alzheimerovy choroby neni dosud zndma. Casny ndstup
familiarni Alzheimerovy choroby je pripisovan tfrem genim s mutaci na chromosomu 21
abnormal amyloid precursor protein 14 (APP14), abnormalni presenilin-1 (PSEN1) a
abnormalni presenilin-2 (PSEN2). Pozdni Alzheimerova choroba je spojovana
s chromosomem 19, genem pro apolipoprotein E (APOEA4).

Patologické zmény v mozku zahrnuji tvorbu senilnich plakd, neurofibrildrnich

spleti a degeneraci cholinergnich neurond s nedostatkem acetylcholinu.[14]

3.2.2.1 Senilni plaky

Senilni plaky se v malém poctu vyskytuji i v prabéhu klinicky normalniho starnuti
mozku, naproti tomu u Alzheimerovy choroby je jejich pocet znatelné vyssi. Proto jejich
pfitomnost nemusi zakonité znamenat poruchu kognitivnich funkci, ale jejich zvySena
koncentrace je znamkou Alzheimerovy choroby. Dalsi nemoci souvisejici s depozity

amyloidu je Downuv syndrom. Senilni plaky mizZeme pozorovat v meziprostoru mezi
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neurony, jsou relativné vzacné v limbickém systému a neokortexu, naproti tomu dobre
viditelné ve fronto-temporalni a okcipitalni oblasti.

Méri mezi 20 a 100 mikrony a tvofi je jadro, jehoz hlavni slozkou je beta amyloid
(BA). Toto jadro je obklopeno deformovanymi dendrity a axony (neurity), aktivovanymi
mikroglii a astrocyty. DalSimi komponenty, které se podileji na tvorbé senilnich plakd,
jsou napf. alfa-synuklein (hlavni neamyloidni slozka), alfa-1-antichymotrypsin, alfa-2-
makroglobulin, apolipoprotein E, ubikvitin a preseniliny.
Podle jejich vzhledu rozliSujeme plaky do nékolika morfologickych podtypu.
NejreprezentativnéjsSim podtypem je klasicky zraly plak, ¢asto oznacovany také jako
neuriticky plak, kde je jiz relativné ohrani¢ené husté amyloidni jddro. DalSim klicovym
podtypem je plak difuzni, ktery ma neostife ohrani¢ené jadro, a postrdda imunitni
odpovéd glii. Jednotlivé formy predstavuji zaroven i jakdsi vyvojova stadia senilnich
plakl. Nejprve dochazi k akumulaci beta amyloidu, ktery je nasledné organizovan a

vystaven imunitni odpovédi.[12]

3.2.2.1.1 Metabolismus [3-Amyloidu

Amyloid beta je tvofen enzymatickym stépenim amyloid prekurzorového proteinu
APP, majici N-terminalni a C-terminalni konec. Stépenim alfa a gama sekretazou je ziskan
peptid 16-42, ktery je solubilni a snadno degradovatelny. Stépenim beta a gama
sekretazou je ziskan peptid 1-42, ktery je v konformaci sklddaného listu a velmi Spatné
degradovatelny. APP je tedy metabolizovan neamyloidogenni nebo amyloidogenni

cestou.

k4

COOH_ NH3

Obr. €. 2: Vznik B-amyloidu [12]
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Za normalnich podminek je APP S$tépen enzymem a-sekretdzou, kdy vznika
rozpustny N-termindlni a C-terminalni fragment, vysoce rozpustny beta amyloid o 16
aminokyselinach. Produkty této reakce pusobi neuroprotektivné. Jednd se o
neamyloidogenni metabolickou cestu.

Naproti tomu muze byt APP Stépeno B-sekretdzou a y-sekretazou. APP je Stépeno
B-sekretdzou blize k N-konci, vznikd tak delsi C-terminalni fragment, neZ v pfipadé
Stépeni a-sekretdazou. DelSi C-termindlni konec je ndsledné Stépen y-sekretdazou na
fragmenty o délce 37 — 42 AMK. Takto vznikly beta amyloid neni rozpustny, shlukuje se
a hromadi v extracelularnim prostoru mozku ve formé amyloidnich plak. Amyloidni
plaky poté mohou narusit komunikaci mezi neurony nebo vyvolat imunitni zanétlivou

reakci.[12]

3.2.2.2 Neurofibrilarni spleti

Neurofibrildrni klubka jsou Alzheimerovym objevem, vypadaji jako chumace
hrubSich vldken, které prostupuji cytoplazmou neuronu. Jejich pocet a prostorova
distribuce Uzce souvisi s kognitivni funkci a progresi Alzheimerovy choroby. Hlavni
slozkou je prokazatelné protein tau, ktery patfi do skupiny MAP — microtubule
associated protein.

Nizkomolekuldrni protein tau, tedy v defosforylovaném nebo ¢&asteéné
fosforylovaném stavu, je asociovany s mikrotubuly. Nachazi se predevsim v axonech (z
malé ¢asti i vdendritech), kde se vaze na tubulin mikrotubull, startuje jejich
polymerizaci, a podili se na pohybu a transportu bunék.

Za patologickych podminek je tau protein hyperfosforylovan — ma vyssi
molekulovou hmotnost, coz zplsobuje jeho zrychlenou samoagregaci. U Alzheimerovy
choroby se hyperfosforylovany tau protein shlukuje do helikalnich viaken, které brani
axonalnimu prenosu a v kone¢ném stadiu zplUsobuje  apoptotickou
neurodegeneraci.[12]

Bylo dokazano, Ze tau protein hraje také dllezitou roli v ochrané neuronalni DNA
amimo jinéijeho zmény ve strukture zapricinuji oxidativni poskozeni, které se vyskytuje

u Alzheimerovy choroby.[15]
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3.2.2.3 Cholinergni transmise

Spravna funkce cholinergniho systému je velmi duilezita pro pamétové funkce a
védomi. Cholinergni systém je zodpovédny za ukladani a vyhledavani poloZek v paméti
a mira jeho poskozeni koreluje s poruchou kognitivnich funkci a paméti.[16] U pacient(
s Alzheimerovou chorobu znatelné ubyvaji cholinergni neurony, postiZzen je prfedevsim
presynapticky oddil neuronu, presto vsSak zlstdva schopnost syntézy a uvolnéni
acetylcholinu do jisté miry zachovana.[13]

Mimo jiné se také sniZuje aktivita cholinacetyltransferasy, enzymu, ktery je
zodpovédny za syntézu acetylcholinu z acetyl CoA a cholinu. Po uvolnéni z presynaptické
¢asti neuronu se vaze na presynapticky nebo postsynapticky ulozené muskarinové nebo
nikotinové receptory. U Alzheimerovy choroby je pocet muskarinovych receptort
relativné zachovaly, znac€na je ale ztrata nikotinovych receptord.

Acetylcholin je posléze odbouravan enzymy pattici mezi cholinesterasy, predevsim
acetylcholinesterasou a v mensi mife butyrylcholinesterasou. U Alzheimerovy choroby

se mnozstvi butyrylcholinesterasy neumérné zvysuje.[17][18]

3.2.2.4 Mozkova inzulinova rezistence

Inzulin v mozku hraje dulezitou roli v regulaci metabolismu a zmény v jeho aktivité
pfimo souviseji se vznikem metabolickych onemocnéni. Souvislost mezi Alzheimerovou
chorobou a inzulinem v mozku byla v polednich letech rozsahle zkoumana.
Epidemiologické studie silné naznacuiji, Ze diabetes mellitus je rizikovym faktorem pro
Alzheimerovu chorobu. U osob sinzulinovou rezistenci a kognitivhim poskozenim
dochdzi ksnizeni rychlosti vyuziti glukosy v mozku, coZz naznacuje, Ze inzulinovd
rezistence mlze byt brana jako pocatecni marker Alzheimerovy choroby. Pritomnost
inzulinovych receptord ve specifickych oblastech mozku, zvlasté v hipokampu a
medialnim temporalnim kortexu, dokazuje, Ze inzulin je zapojeny do procesd paméti.
V zakladé inzulinova signalizace reguluje preziti neurond, neurotransmisi a synaptické
aktivity. Inzulin také reguluje hlavni mechanismy, které se podileji na uceni a

paméti.[12][19]
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3.2.2.5 Cévni zmény

Pres 80 % pacientll s Alzheimerovou chorobou je postiZzeno mozkovou amyloidni
angiopatii, ktera zplsobuje deformaci mozkovych cév, predevsim kapilar, a naruseni
endotelu depozity amyloidu a kolagenem, ktery je spojen s ndslednou imunitni
odpovédi. PostiZzeni cév ma za nasledek jednotlivé nebo mnohocetné mozkové infarkty,
ischemické zmény v bilé hmoté a drobnad loZiska krvaceni.

Prokazuje se, Ze rizikem pro mozkové krvaceni ptfi mozkové amyloidni angiopatii
je nosicstvi alely ApoE2 bez ohledu na to, zda znaky pro Alzheimerovu chorobu pfitomny
jsou nebo ne. U pacientl s Alzheimerovou chorobou a tézkou amyloidni angiopatii se
alela ApoE2 vyskytuje aZ 6x Castéji, nez u pacientll s Alzheimerovou chorobou a jen

lehkou angiopatii.[13]

3.2.2.6 Ztrata neuronu

V prabéhu klinicky normdalniho starnuti klesa pocet neuronl jen v nékterych
oblastech mozku, a navic v rizném stupni. PfestoZe je to stale nejasné, Alzheimerova
choroba pravdépodobné vychazi také z nadmérné ztraty terminalnich neuritl a
dendrit(, které vedou k atrofii neuroni v mozkové kire, hipokampu a amygdale. Atrofie
postihuje i cholinergni neurony. Numericka atrofie se zde projevuje jiz v ranych fazich
Alzheimerovy choroby. S hloubkou postizeni kognitivnich funkci pozitivné koreluje jak
numericka atrofie, tak koncentrace B amyloidu v hipokampu. Mechanismus zaniku
neuron neni zcela objasnén, mohou se na ném podilet zmény v ¢innosti nékterych gent

i oxidativni stres. [13][16]

3.2.2.7 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E je protein tvofeny 299 aminokyselinami. Gen pro ApoE je
polymorfni a nachazi se ve tfech alelach, které kdduiji tfi rizné izoformy ApoE2, ApoE3 a
ApoEA4. Lidé, ktefi jsou homozygoti v alelach ApoE4, maiji vyssi riziko vzniku onemocnéni
Alzheimerovou chorobou neZ heterozygoti nebo lidé, u kterych se tato izoforma

nevyskytuje.[13]
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3.2.2.8 Oxidativni stres

Oxidaénim stresem se rozumi nerovnovdha mezi oxidanty a antioxidanty ve
prospéch oxidant(l. V pripadé oxidacniho stresu jsou produkované volné radikaly, které
jsou schopny napadat makromolekuly a poSkozovat funkce bunék a tkani. Poskozeni
biologickych struktur volnymi radikdly mlzZe vainé ohrozit fyziologické funkce a
zivotaschopnost mimo jiné i nervovych bunék. Zatim neni mozné fici, zda je oxidac¢ni
stres primarni pfi¢inou rozvoje Alzheimerovy choroby nebo vznikd jako sekunddarni

odezva patologickych zmén v mozku.[20]

3.2.3 Farmakoterapie

ProtoZe doposud neni etiologie Alzheimerovy choroby zcela objasnéna, nelze tuto
nemoc |éCit kauzalné a soucasnd farmakoterapie vychazi ze znalosti pouze jednotlivych
patologickych mechanismu a jejich souvislosti. Dosavadni terapie tak neumoZzniuje uplné
vylééeni, ale jen zpomaleni progrese choroby. Pouze dva soucasné farmakoterapeutické
pfistupy jsou zaloZeny na dlikazech.

Terapie Alzheimerovy choroby ma byt komplexni a zahrnovat jak farmakoterapii,
tak i psychosocioterapii. Psychoterapie zahrnuje i trénink paméti a ndcvik

orientace.[17][18][21]

3.2.3.1 Inhibitory cholinesteras

U Alzheimerovy choroby je nejvice postizen mozkovy acetylcholinergni systém. U
jedincl postizenych Alzheimerovou chorobou aktivita acetylcholinesterasy narusta a
zpUsobuje snizenou hladinu acetylcholinu v mozku. Enzym se také castec¢né podili na
tvorbé amyloidnich plakl a neurofibrilarnich spleti.[7] Proto se k |écbé Alzheimerovy
choroby pouzivaji inhibitory acetylcholinestrasy a butyrylcholinesterasy, coz ma za
nasledek zvySeni poctu molekul acetylcholinu a zlepSeni acetylcholinergni transmise.
Inhibitory mozkovych cholinesteras predstavuji v soucasné dobé hlavni terapeuticky
pristup kléébé lehkych az stfedné tézkych stadii Alzheimerovy choroby. Obsahuji

terciarni dusik a dobre prochazeji hematoencefalickou bariérou.[22]
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Inhibitory cholinesteras nejsou schopny Alzheimerovu chorobu zcela vylédit,
dokazi ale zpomalit prabéh choroby a oddalit vznik tézkych stadii. Dochazi ke zlepseni
kognitivnich funkci, predevsim paméti, nejéastéjSimi nezadoucimi Uucinky jsou
gastrointestinalni ptiznaky, bolesti hlavy nebo kfece.[17][18]

Nejstarsi latkou, ktera byla v USA a nékterych zemich Evropy uvedena na trh, je
takrin. Mél ale vysoky vyskyt potencidlné zavainych neZadoucich ucinkd, jako
hepatotoxicitu, a pozdéji prisly modernéjsi latky jako donepezil a rivastigmin, diky nimz

byla preskripce takrinu zastavena.[7]

3.2.3.1.1 Donepezil

Donepezil je piperidinovy derivat a specificky reverzibilni nekompetitivni inhibitor
acetylcholinesterasy, prevladajici cholinesterasy v mozku. In vitro je vice nez tisickrat
ucinnéjsim inhibitorem tohoto enzymu nez butyrylcholinesterasy, enzymu vyskytujici se
hlavné mimo centralni nervovy systém. [17][18] U pacientl s Alzheimerovou demenci,
ktefi se zucastnili klinickych studii, zplGsobilo podavani 5 mg nebo 10 mg donepezil-
hydrochloridu jednou denné ustalenou inhibici aktivity acetylcholinesterasy 0 63,6 % a
77,3 %. Maximalnich plazmatickych hladin je dosazeno pfiblizné za 3 — 4 hodiny po
perordlnim podani, biologicky polocas je pfiblizné 70 hodin. Asi 95 % donepezil-
hydrochloridu se u Clovéka vaze na plazmatické bilkoviny. Donepezil-hydrochlorid je
vyluéovan moci v nezménéném stavu. NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky jsou prijem,

svalové krece, Unava, nauzea, zvraceni a nespavost. [23]
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Obr. €. 3: Donepezil

3.2.3.1.2 Rivastigmin

Rivastigmin je tzv. pseudoireverzibilni inhibitor karbamatového typu nejen
mozkové aetylcholinesterasy, ale i butyrylcholinesterasy. Rivastigmin se kovalentné vaze
na sv(j cilovy enzym, se kterym tvofi komplex, ¢imz tento enzym docasné inaktivuje.
Béhem prvni 1,5 hodiny po podani peroralni davky 3 mg rivastigminu sniZuje aktivitu
acetylcholinesterasy v mozkomisnim moku pfiblizné o 40 %. Aktivita enzymu se navraci
k vychozi hodnoté pfiblizné za 9 hodin po dosazeni maximdlniho inhibi¢niho ucinku.
Rivastigmin je rychle a uplné absorbovan. Maximadlnich plazmatickych koncentraci
dosahuje za 1 hodinu. Rivastigmin je pomérné rychle a rozsahle metabolizovan
samotnymi cholinesterasami, vysledny metabolit jen minimalné inhibuje
acetylcholinesterasu. NejéastéjsSimi nezadoucimi ucinky jsou nauzea a zvraceni, a proto
jsou kromé perordlnich forem dostupné i transdermalni naplasti. Rivastigmin se uziva

predevsim u formy Azheimerovy choroby s psychotickymi pfiznaky. [17][18][23]

Obr. €. 4: Rivastigmin
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3.2.3.1.3 Galanthamin

Galanthamin je alkaloid z nékterych druhd narcisli a snéZenek. Jednd se o
reverzibilni inhibitor cholinesteras, zvlasté vyznamna je inhibice butyrylcholinesterasy,
a zaroven alostericky moduldtor na nikotinovych receptorech, ¢imZ se potencuje
ucinnost acetylcholinu. Galanthamin je velmi dobfe tolerovany a podava se bud’

v retardované, nebo neretardované formé.

OH

Obr. ¢. 5: Galanthamin

VSechny tfi latky vykazuji podobné ucinky a neni divod povaZovat nékterou z nich
za nejvhodnéjsi. Vyznamnou vyhodou donepezilu ve srovnani s galanthaminem a
rivastigminem je jeho pohodIné uziti pouze jednou denné. U nékterych pacient(
preferujeme pomalejsi titrace davky u galanthaminu, jinde je jednodavkové schéma
donepezilu nezbytné. Pokud se objevi néktery z nezadoucich ucinkd, nejcastéji
nevolnost a zvraceni, neexistuji védecké dikazy o racionalnosti pfechodu z jedné latky
na druhou. Cytochrom P450 je do metabolismu rivastigminu zapojen méné, neZ u

donepezilu a galanthaminu, opravdovy vyznam v klinické praxi je ale minimalni. [6]

3.2.3.2 Inhibitory glutamatovych receptorii NMDA

N-methyl-D-aspartatové receptory jsou spojeny s otviranim iontovych kanall pro

Ca%*a Na*ionty. Glutamat je hlavnim excitanim neurotransmiterem v centralni nervové
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soustavé a je zapojen do procesl nervového prenosu pro pamét a uceni. V pokrocilejsich
stadiich Alzheimerovy choroby dochazi k nadmeérnému uvolfiovani excitacnich kyselin
glutamatu a aspartatu — excitotoxicité. To vede k nadmérnému vstupu Ca?*do neuronu,
nasledné aktivaci nékterych proteinkinas, expresi nékterych genli a v konecném
dlsledku apoptdze neuronl. Navic nadmérnou nabidkou glutamatu je narusen proces
douhodobé potenciace, ¢imzZ je naruseno uceni a pamét. [17][18] Nicméné fyziologicka
aktivita glutamdtu je nezbytna pro normdlni ¢innost mozku a nemuZe byt zcela
prerusena. Nizkoafinitni antagonisté jako je memantin mohou tedy zabrdnit

excitotoxicité a pfitom nenarusit fyziologickou funkci glutamatu.[6]

3.2.3.2.1 Memantin

Z inhibitorl NMDA receptoru se soucasné pouziva pouze jedina latka — memantin.
Memantin je nekompetitivni antagonista na NMDA receptorech, upravuje ucinky
patologicky zvySené excitacné pusobici hladiny glutamatu a je urcen k lé¢bé stredné
zdvaznych az zavainych pripad(. Ma absolutni biologickou dostupnost po peroralnim
podani. Kromé kognitivnich funkci pozitivné ovliviiuje i chovani pacientu. Je velmi dobre
snasen, u nékterych pacientl se ale mohou objevit halucinace nebo jiné psychotické
symptomy. Vyhodna je také jeho kombinace s inhibitory mozkovych cholinesteras.

[17][18]

HsN

Obr. ¢. 6: Memantin
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3.2.3.3 Ginkgo biloba

Vytazek z listi Ginkgo biloby byl po staleti soucasti tradi¢ni ¢inské mediciny.
Aktivni slozky se sestavaiji z flavonoidU, terpenoid( a terpenovych laktonl — ginkgolidy a
bilobalidy, které jsou jedinec¢né pro lécbu Alzheimerovy choroby. Dobte definovany
extrakt EGb 761 je uveden na trhu jako Tanakan, Tebokan nebo Gingio. Extrakt je Siroce
predepisovan pro mozkovou nedostate¢nost, coz zahrnuje fadu pfipadu vcetné
problému s paméti a koncentraci, zmatenost, depresi, Uzkost a bolesti hlavy. Mimo jiné
zvySuje prutok krve dilataci arteriol a snizuje mnozstvi volnych radikald. Ma minimum
nezadoucich ucinkd, jsou ale hlaseny pripady subduralniho hematomu pti podani vyssich
davek a hyphema — krvaceni do predni komlrky oka pfi kombinaci s kyselinou
acetylsalicylovou. Dostupné studie zatim nedokazaly ucinnost Ginkgo biloby proti

demenci.[6]

3.2.3.4 Nootropika

Nootropika jsou chemicky nesourodou skupinou léciv, kterd zlepsuji mozkové
funkce, zvysuji schopnost koncentrace a pusobi pfiznivé u stavll vyCerpanosti.[24]
ZlepSuji metabolické pochody v mozkové tkani a umoziuje lepsi vyuziti Zivin a
medidtor(. Tyto ucinky se vétsinou projevuji az po delsi dobé uzivani nootropik.

PFiznivy vliv nootropik na mozkové funkce je zaloZen na vice mechanismech. Jejich
presny mechanismus ale stale nebyl komplexné objasnén. Zlepsuji dostupnost a utilizaci
glukosy v mozku, urychluji cerebralni metabolismus proteint a nukleovych kyselin a
interaguji s neuralnimi membranami, kde usnadnuji metabolismus fosfolipid(d. U
nékterych byl prokazan i ochranny efekt pred volnymi radikaly.

U Alzheimerovy choroby nebyl vyznam nootropik doposud jednoznacné potvrzen.
U Alzheimerovy choroby dochdzi ksnizeni neurondlniho metabolismu, predevsim
oxidativniho metabolismu glukosy a bunécné proteosyntézy. Proto se pouzivaji latky
oznacované jako nootropika, ktera zvysuji odolnost nervové tkané k hypoxii, oxidativni

metabolismus glukosy a neuronadlni proteosyntézu.[13][22]
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Nootropika byvaji velmi dobfe tolerovana, maji minimum vedlejsich ucinkl a

pouzivaji se pouze v kombinacni terapii.

3.2.3.4.1 Piracetam

Piracetam je chemicky pfibuzny s inhibitory neurotransmiteru GABA. Patfi mezi
nootropika, latky posilujici kognitivni funkce bez zndmek sedace nebo psychostimulace.
Piracetam je nejpouZzivanéjSim nootropikem a je podavan k l1é¢bé psychosyndrom(i nebo
cerebrovaskularnich prihod. Vysledky mnoha studii potvrzuji obrovsky vyznam

piracetamu u kognitivnich poskozeni.[13][6]

MNH;

8]

Obr. €. 7: Piracetam

Dalsimi nootropiky jsou napfiklad meklofenoxat, pyritinol, pramiracetam a

oxiracetam.

3.2.3.5 Vitamin E

Vitamin E je souhrnny nazev pro v tucich rozpustné chemické latky odvozené od
tokoferolu a tokotrienolu, které se vyskytuji hlavné v rostlinnych olejich a ofesich. Radi
se mezi antioxidanty, které neutralizuji kyslikové radikaly a pomahaji pfi nemocich
spojenych se starim. Studie, které zkoumaji vyznam vitaminu E u Alzheimerovy choroby,

stale probihaji.[6]

24



3.2.3.6 Estrogeny

U Zen plsobi preventivné proti Alzheimerové nemoci poddvani estrogen(. Zjistilo
se, Ze U Zzen po menopauze, u kterych se neprovadéla substituce estrogeny, je vyssi
vyskyt Alzheimerovy nemoci nez u Zen, kterym byly estrogeny poddvany. Proto se i

podavani estrogen(l povaZuje za preventivni pfistup.[13]

3.3 Vinca minor L.

RISE: Plantae
PODRISE: Tracheobionta
ODDELEN;: Magnoliophyta
TRIDA: Magnoliopsida
PODTRIDA: Lamiidae

RAD: Gentianales
CELED: Apocynaceae
ROD: Vinca

DRUH: Vinca minor L.

Tabulka €. 1: Taxonomické zarazeni Vinca minor L.

3.3.1 Celed Apocynaceae

¥ * K(5) [C(5-4) A5] G(2) [25]

Celed Apocynaceae se skladd z tropickych stromd, kef(, polokefd, vytrvalych bylin
a popinavych rostlin. Celed nyni zahrnuje vice nez 150 rod(i a 2000 druhd, které se
vyskytuji prevaziné v subtropech a tropech, jen par z nich zasahuje do temperatniho
pasu. Spolecnym znakem pro témér vSechny zastupce je pritomnost necldnkovanych
mlécnic, které produkuji mléénou $tavu. Listy jsou obvykle vstficné nebo v preslenech,
témér vzdy bez palistl, jednoduché, celokrajné a stalezelené, plodem je tobolka,
méchyrek, bobule nebo peckovice a cévni svazky jsou bikolateralni.[26] V tradi¢ni

mediciné jsou druhy Celedi Apocynaceae pouzivany k |éCbé gastrointestinalniho traktu,
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horecky, maldrie, bolesti, diabetu, koznich a ektoparazitarnich onemocnéni, mnoho
z nich se vysazuji také jako okrasné rostliny. Bylo prokazano, Zze druhy Apocynaceae maji
protirakovinné a antimalarické ucinky. Farmaceuticky vyznamné obsahové latky Celedi
jsou kardioaktivni glykosidy, indolové alkaloidy, sekoiridoidni a iridoidni monoterpeny a
také polyterpeny rozptylené v latexu. Vyznamnymi rody patfici do této celedi jsou

Catharanthus L., Rauvolfia L., Strophanthus nebo Tabernanthe. [25][27]

3.3.2 Rod Vinca

Rod Vinca L. je pavodni v Evropé, severni Africe a jihozdpadni Asii a zahrnuje 6

druh(.[28]

Vinca difformis

Obr. ¢. 8: Vinca difformis kvét, Vinca difformis porost [29]

Vinca herbacea

Obr. €. 9: Vinca herbacea [30]
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Vinca erecta

Obr. €. 10: Vinca erecta [31]

Vinca major L.

Obr. €. 11: Vinca major L. kvét, Vinca major L. porost [32]
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Vinca minor L.

- T

Obr. €. 12: Vinca minor L. kvét, Vinca minor L. porost [33]

3.3.3 Vinca minor L.

3.3.3.1 Popis

Vinca minor L. je mala vytrvald bylina patfici do celedi Apocynaceae, ktera se
rozrusta svym dlouze plazivym oddenkem a tvofi souvislé porosty. Lodyha je poléhava,
dlouhd az 80 cm, na bazi drevnatéjici a u kvétu vystoupava. Listy maji typickou tmavé
zelenou brcalovou barvu, na rubu svétlejsi, jsou kratce rapikaté, vstficné, neopadavé a
koZovité, kratce kopinaté az eliptické. Kvéty jsou fialové modré charakteristicky stocené,
oboupohlavné a péticetné, plodem jsou méchyrky. Rostlina je myrmekochorni, Sireni
semen zajistuji mravenci, rozmnozuje se ale predevsim vegetativné oddenky.

Ceskym nazvem Barvinek mensi neboli Bréal je jediny volné rostouci zastupce
Celedi u nds, Casto jako dlisledek zplanéni. ProtozZe byl hojné péstovan, mizeme ho najit
v okoli lidskych sidlist, hbitovd, zficenin a hradd. Kvete od bfezna do ¢ervna a s nejvétsi
pravdépodobnosti ho mlzZeme najit v lesich, predevsim listnatych. Plvodné evropsky
druh je dnes rozsifen i na jinych kontinentech, v Severni Americe se dokonce jedna o
vysoce invazivni druh.[34] Najdeme ho predevsim v mirném pdasu, davd prednost
teplotam v rozmezi mezi 15 — 25 °C.[5] Vytvari kompaktni porosty na Cerstvych, vlihkych,

Zivinami bohatych ptdach.[25][28][35]
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Barvinek byl po dlouha staleti péstovan jako okrasna, ritudini a 1é¢iva bylina. Pro
své stale zelené listy byl povazovan za symbol vécného Zivota a hojné vysazovan na

hroby. V nasem prostfedi je rostlina povazovdna za jedovatou.[34]

3.3.3.2 Obsahové latky

Kvetouci nat se sbird od ¢ervna do cervence sefezavanim. Hlavnimi Ucinnymi
slozkami drogy jsou indolové alkaloidy, jejichZ primérné mnoZstvi v droze se pohybuje
kolem 0,3 — 1 %. Vedlejsi latky jsou predevsim flavonoidni glykosidy a tfisloviny. Ddle
jsou pritomny saponiny, pektin a amorfni horcina vincin. Z alkaloidd je nejvyznamnéjsi
vinkamin, vinkamidin, isovinkamin, vinkaminorein a vinkaleukoblastin.[36][37]

Doposud bylo z barvinku izolovdno vice nez 50 alkaloidl indolového typu.
Alkaloidy se akumuluji pfedevsim v listech rostliny. Kvalitu rostlinného materialu a tedy
i koncentraci jednotlivych alkaloidd ovliviiuje kvalita pldy, klima a fada dalSich

aspekt(.[38]

3.3.3.2.1 Indolové alkaloidy

Alkaloidy jsou rdznoroda skupina nizkomolekularnich sloucenin, které obsahuiji
dusik a vychdazeji predevSim zaminokyselin. Jako sekundarni metabolity rostlin,
alkaloidy pravdépodobné hraji dilezZitou ulohu v obrané pred byloZravci a patogeny.
Vzhledem k jejich rdzné vyznamnym biologickym ucinkim je lze vyuzit i jako lécCiva,
stimulanty, narkotické latky nebo jedy.[39]

Indolové  alkaloidy vychdzeji z aminokyseliny L-tryptofanu, neutralni
heterocyklické aminokyseliny, kterda obsahuje strukturu indolového systému a
odbourava se na tryptamin dekarboxylaci L-tryptofanu. Na jejich biosyntéze se mohou
také podilet terpenické jednotky. Indolové alkaloidy jsou rozdéleny do nékolika kategorii
a jedna se o vlbec nejpocetnéjsi skupinu alkaloidll. Jsou to jednoduché indolové
alkaloidy, B-karbolinové alkaloidy a terpenické alkaloidy. Mezi indolové alkaloidy se fadi

i alkaloidy rodu Vinca spp., i kdyz mohou mit trochu odlisnéjsi strukturu.[37]
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Jednoduché indolové alkaloidy jsou derivaty tryptaminu, tedy prekurzorem je
pouze L-tryptofan. Poté dochdzi k jeho methylaci a dava vzniknout napf. psilocinu nebo
psilocybinu.

U PB-karbolinovych alkaloidd dochazi kvytvofeni nového Sesticlenného
heterocyklického kruhu vlivem Mannnichovy reakce primarniho aminu s aldehydovou
skupinou. Mezi takové alkaloidy mUzZzeme zafadit harman nebo harmalin.

Dalsi skupinou indolovych alkaloidd jsou terpenické indolové alkaloidy.[40]

N\

L=

Obr. €. 13: Indol

3.3.3.2.2 Terpenické indolové alkaloidy

Monoterpenické indolové alkaloidy predstavuji mozna hlavni skupinu alkaloidQ,
které zahrnuji pfes 3000 doposud objevenych substanci vyskytujici se pouze v 8 ¢eledich,
z nichZ nejznamé;jsi je praveé Celed Apocynaceae, Loganiaceae a Rubiaceae.[40] Hlavnimi
zdroji téchto alkaloidG jsou Catharanthus roseus L. a Rauvolfia serpentina. Zahrnuji
strukturné i farmaceuticky rdznorodé latky, které vsak maji spolecny plvod, jelikoz jejich
spoleénym prekurzorem je glukoalkaloid striktosidin.[41] Striktosidin je produktem
Pictet-Spenglerovy kondenzace indolové slozky odvozené od tryptaminu a
monoterpenické slozky ziridoidniho glykosidu sekologaninu. Striktosidin muze
podstoupit mnoho biochemickych pfemén, které jsou zprostfedkované cyklasami,
reduktasami, hydroxylasami a mnoha dalsimi, a maze tak vytvorit nékolik tisic riznych
sloucenin.[42] Striktosidin je dale pres nékolik nestabilnich meziproduktl preménén na
dehydrogeissoschizin, pfedstavujici klicovy meziprodukt, ze kterého vznikaji nékolika

riznymi cestami indolové alkaloidy.[39]
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Obr. €. 14 Biosyntéza terpenickych indolovych alkaloid( [40]

Ve vSech strukturach indolovych alkaloidi je zachovana zakladni struktura
tryptofanu a 9 - uhlikaty nebo 10 - uhlikaty fragment, odvozeny od sekologaninu. Dle
usporadani 9C nebo 10C kostry rozdélujeme monoterpenické indolové alkaloidy do tfi

zakladnich strukturnich typa, corynanthe, aspidosperma a iboga.
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Sekologanin je tvofen z geraniolu pfes loganin, ktery obsahuje 10C strukturu, ktera

dava zdaklad charakteristicky pro corynanthe. Pfes nasledné presmyky 10C ¢asti vznika

aspidosperma a iboga. Tyto pfesmyky jsou charakterizovany odstépenim 3C fragmentu

a naslednym pfipojenim do jiné polohy, jako je to popsdno na obrazku ¢. 15.[40]

CHa CHa

HaC CHa

@ CONRYNANTHE G

CHa CHa CHs CHz

HaC

ASPIDOSPERMA

CHy  CHs
CHy  CHy

CHa
E> /\/K/K/CH3
HsC

IBOGA

Obr. €. 15: Strukturni typy monoterpenickych indolovych alkaloid(i

3.3.3.2.2.1 Vinca minor alkaloidy

Z rostliny Vinca minor L. byly izolovany tyto alkaloidy:[43]

(+)-1,2-dehydroaspidospermidin

reserpin

11, 12-dimethoxyeburnamonin

vincesin

eburnamenin

vincinin = vinkarein

(-)-eburnamin

vincin

(*)-eburnamonin

(-)-vinkadifformin

14-epivinkamin

(*)-vinkadifformin

20-hydroxyvinkamin

vinkadin

(+)-isoeburnamin

vinkamidin

isovinkamin

vinkamin = minorin

11-methoxyeburnamonin

vinkaminin

16-methoxyminovincin

vinkaminorein
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(+)-N-methylaspidospermidin vinkaminoridin
(£)-N-methylquebrachamin vinkaminorin
(+)-minovin vinkarubin
minovincin vinkatin
minovincinin vinkoridin
perivincin vinkorin
(+)-quebrachamin vinoxin

Tabulka €. 2: Vybrané alkaloidy Vinca minor L.

Vinca alkaloidy jsou derivaty indolinu, indolu, hydroxyindolu a 3H-indolu a dle

jejich struktury je mGzeme rozdélit do nasledujicich skupin:[44]

|. INDOLINOVE DERIVATY

(-)-vinkadifformin

Obr. ¢. 16: (-)-vinkadifformin
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minovincinin

Obr. ¢. 17: minovincinin

Il. INDOLOVE DERIVATY

vinkamin

Obr. €. 18: vinkamin

vinkaminorein

I=

| I

Obr. ¢. 19: vinkaminorein
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Il. OXINDOLOVE DERIVATY

Vinkatin

Obr. €. 20: vinkatin

1. 3H-INDOLOVE ALKALOIDY

vinorin

Obr. ¢. 21: vinorin
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IV. BISINDOLOVE ALKALOIDY

vinkarubin

Obr. €. 22: vinkarubin

Nejvice zastoupenym alkaloidem v listech Vinca minor L. je v prvni fadé alkaloid
vinkamin, dale vinkaminorein a 1,2-dehydroaspidospermidin. V kofenech zase 1,2-
dehydroaspidospermidin.[45] ObsaZzené alkaloidy dosahnou maximalni koncentrace
v obdobi kvétu. Jedinym alkaloidem maijici bisindolovou strukturu, a ktery je pfitomen
ve Vinca minor L., je vinkarubin. Nékteré alkaloidy maji i kvarterni strukturu, jako 4-
methylaucubaininium chlorid, 4-methylstrictaminium chlorid a 4-
methylakuammicinium chlorid. Ostatni alkaloidy jsou monomerické eburnaminového

typu.[38]
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3.3.3.3 Biologicka aktivita obsahovych latek

Nejrozsahleji studovanym alkaloidem Vinca minor L. je vinkamin a predevsim jeho
semisynteticky derivat vinpocetin. Vinpocetin mlZe prochazet hematoencefalickou
bariérou a vstoupit do mozku po perordlnim nebo intravendznim podani.

Vinpocetin ma tfi zakladni molekularni cile — fosfodiesterasa 1 (PDE1), napétové
fizené sodikové kanaly a IkB kinasa (IKK). Bylo prokazdno, Ze PDE1 reguluje
vasokonstrikci, vaskularni a srdecni remodelaci a neurotransmisi, sodikové kanaly hraji
roli v bunééné smrti a IKK v zanétlivém procesu.

Rada studii ohlasila ochranny Gginek vinpocetinu na mozek po jeho ischemickém
poskozeni. Vinpocetin pusobi jako cerebrdlni vasodilatdtor a zlepSuje cerebralni
metabolismus zvySenim prijmu kysliku a glukosy a produkce ATP. Vinpocetin tak
prostfednictvim rlznych molekularnich cild plsobi vysoce neuroprotektivné a jeho
ucinky nejsou omezeny pouze na mozek, ale pomaha i na jinych mistech postizenych
ischemii, jako v oblasti sitnice nebo ledvin. U&inky na periferii jsou pravdépodobné
zpUsobené inhibici PDE1. Vedle vasodilatace také zpomaluje spontanni remodelaci cév.
Vinpocetin tak predstavuje slibné |éCivo pro terapii vaskuldrni aterosklerézy a
kalcifikace.[46][47]

Vinpocetin mé prokdzané protizanétlivé ucinky v radé kultivovanych bunkach in
vitro jako endotelialni buriky, buriky hladkého svalstva, monocyty/makrofagy, neutrofily
a dendritické bunky. Pfimo inhibuje IKK, coZz ma za ndasledek supresi zanétlivych molekul
a vlastni protizanétlivy ucinek.

Vinpocetin také vyrazné oslabuje proces fibrotizace a remodelace srdecni tkané.
Potlacuje aktivitu fibroblast( a rlist myocytu.[48]

Vinkarubin je jediny alkaloid s bisindolovou strukturou zaznamenany u této
rostliny, u kterého byla prokdzana jeho cytotoxickd aktivita proti P388 leukemickym

burikam.[38]
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3.3.3.4 Pouziti v terapii

V dfivéjsich dobach patfila Vinca minor L. mezi velmi vyuzivané rostliny. PouzZivala
se klécbé bolesti zubl, hadiho ustknuti, vysokého krevniho tlaku, dale i jako
karminativum, hemostatikum a pro jeji adstringentni Ucinky.[43] Dobre pusobi i pfi
zanétech sliznice dutiny Ustni a onemocnéni dolnich cest dychacich.[36]

Hlavnim alkaloidem listd barvinku je urcité vinkamin, ktery moduluje krevni
cirkulaci v mozku a neurondlni homeostazu, zabranuje hypoxii a ma neuroprotektivni
ucinky. Vinkamin a predevsim jeho semisyntetické derivaty se uZivaji jako nootropika
k |éCbé cerebrovaskuldrni nedostatecnosti a jinych poruch u starSich pacient(, jako
problémy s paméti nebo bolesti hlavy.[38] Vinpocetin se v mnoha zemich pouziva pro
prevenci a lécbu mrtvice, senilni demence a poruchy paméti. Protoze nejsou znamé

zavazné vedlejsi ucinky, je obsazen v mnoha doplficich stravy.[46]

3.3.4 Catharanthus roseus L.

Dalsim dalezitym zdrojem vinca alkaloid( je Catharanthus roseus L. Jde o tropicky
poloker s protistojnymi, kopinatymi, lesklymi a tmavozelenymi listy dorstajici do vysky
30 az 60 cm, ¢imZ se lisi od prizemni Vinca minor L. Kvéty jsou nacervenalé, rizové, nebo
bélavé s primérem az 4 cm. Pochdazi z Madagaskaru, odkud se rozsifil do dalSich
tropickych a subtropickych oblasti. Drogu neposkytuje, pouziva se vyhradné pro izolaci

alkaloid(1.[49]

Obr. €. 23: Catharanthus roseus L.[50]

38



Nejvétsi obsah alkaloid( maji listy, naproti tomu semena je neobsahuji vibec.
Nadzemni ¢ast rostliny obsahuje 0,2 — 1 % alkaloid(. Nejvyznamnéjsimi alkaloidy
produkované touto rostlinou jsou dimerni vinca alkaloidy vinblastin a vinkristin, které
hraji nezastupitelnou roli vlécbé rakoviny.[51] Vinblastin se sklada z alkaloidu
katharanthinu a vindolinu a vinkristin ma velmi obdobnou strukturu, jako vinblastin.[37]
Radi se mezi mitotické jedy, které jsou schopny narusit syntézu mitotického vieténka.
Celkové se izolovalo okolo 100 alkaloid( z této rostliny, naptiklad ajmalicin, lochnerin,
vindolin, nebo katharanthin.

Vyznamné jsou také semisyntetické derivaty, které si své misto nasly také jako
protirakovinnd |éciva. Zatimco pfirodni alkaloid vinblastin byl aplikovany v [écbé
Hodgkinovy choroby a rakoviny prsu, vinkristin v 1é¢bé akutni leukemie. Semisyntetické
vinca alkaloidy vinorelbin, vindezin a vinflunin jsou vyuZivany i v dalSich indikacich.[52]

Rostlina se v drivéjSich dobach tradi¢né pouzivala jako antidiabetikum, tento
ucinek vsak nebyl experimentalné potvrzen. Pfi pfezkoumdvani tohoto ucinku byl

objeven pravé antimitoticky ucinek.

n\"\‘ﬁ\

Obr. €. 24: vinblastin
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Priprava rozpoustédel

Veskera rozpoustédl|a, ktera byla pfi praci pouZita, byla nejprve precisténa frakéni
destilaci komercnich rozpoustédel a nasledné umisténa do sklenénych tmavych stojatek

pro ochranu pred svétlem.

4.1.2 Priprava litych desek

Zakladni metoda byla tenkovrstva chromatografie. Sklenéné desky o rozméru 150
x 150 mm byly nejprve faddné umyty vodou a odmastény ethanolem. Nasledné se
pfipravend suspenze obsahujici 6,5g silikagelu a 21 ml destilované vody vylila na
pFipravenou desku a rovhnomérné rozprostfela do celé plochy. Na 1 cm? desky tedy
pfipada 0,03 g silikagelu v 0,1 ml destilované vody. Desky musi schnout minimalné po

dobu 24 hodin.

4.1.3 Odpaiovani extrakti

Odpareni extraktl se provadélo na rotac¢ni vakuové odparce za snizeného tlaku pfi
teploté maximalné 40 °C. Nasledné byly kvantitativné prevedeny do vialky a odpareny
pomoci vodni 1azné o teploté 60 °C a proudu vzduchu. Zavére¢né dosuseni témér

vysuSeného extraktu probihalo v exsikatoru nad silikagelem.

4.1.4 Detekce alkaloidu

Pro detekci alkaloidl byla pouzita UV lampa pfi vinovych délkach 254 a 366 nm.
Popfripadé se povrch pokryl Dragendorffovym ¢inidlem, cozZ je jodobismutitan draselny

K[Bils]. Pfitomnost alkaloid(i se projevi oranzovym aZ oranZovocervenym zbarvenim.
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Tato reakce slouzi k obecnému dlkazu alkaloidd obsahujici terciarni a kvarterni dusik

v molekule.

4.1.5 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provedena standardnim zplisobem. Sloupec se

predpfipravil nalitim suspenze obsahujici silikagel v mobilni fazi do kolony.

4.1.6 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie byla provedena pomoci sklenénych desti¢ek s tenkou
vrstvou silikagelu v chromatografickych komorach. Komory byly nejprve nasyceny

parami vhodné mobilni faze.

4.2 Potieby a chemikalie pro izolaci alkaloidu

4.2.1 Rozpoustédla

ethanol 95% denaturovany methanolem (Lihovar Kolin) (EtOH)
chloroform p. a. (Penta) (CHCIs)

methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich) (MeOH)
lékaFsky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (Penta) (Bz)

n-hexan p. a. (Penta) (n-Hx)

ethylacetat p. a. (Penta) (EtOAc)

diethylamin p. a. (LachNer) (Et2NH)

cyklohexan (cykloHx)

aceton (Penta)

4.2.2 Chemikalie

amoniak 25% vodny roztok p. a. (Lachema)

kyselina chlorovodikova 2% p. a. (Lachema)
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hydroxid sodny 2% ¢. (Lachema)

siran sodny bezvody €. (Penta)

4.2.3 Detekcni ¢inidla

Dragendorffovo cinidlo
Roztok A: 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti
v 80 ml vody.
Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml vody.
Dragendorffovo cinidlo bylo pfipraveno smisenim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1.
5 ml toho roztoku se nasledné pridalo k roztoku 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody a teprve

tento roztok byl pfipraven pro detekci alkaloidd.

4.2.4 Chromatografické adsorbenty

Sklenéné lité desky Kieselgel G UV 254 nm (Merck)
Oxid hlinity neutralni 100 um deaktivovany 6% vody (Sigma-Aldrich)
Komercéni desky Merck Silicagel 60 Fasa (Merck)

4.2.5 Vyvijeci soustavy pro TLC izolaci alkaloidii

S 1: EtOAc-n-Hx-Et2NH (n-hexan, ethylacetat, diethylamin) 60:30:1
S 2: cyklo-Hx-aceton-NHjs (cyklohexan, aceton, amoniak) 50:5:1

S 3: To-EtOAc-Et2NH (toluen, ethylacetat, diethylamin) 8:2:1

4.2.6 Pristroje

Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114
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4.3 Velka extrakce Vinca minor L.

Velka extrakce Vinca minor L. byla provedena nad ramec mé diplomové prace.

4.3.1 Priprava zakladniho extraktu a chloroformového vytrepku

Material pro extrakci byl dodan komeréné. (Megafyt, Vrané nad Vitavou, 2013,
jemné fezana droga).

Po ¢astech bylo extrahovano celkem 62 kg nati. K 500 g nati se pridaly 3 litry 95%
ethanolu, smés se pfivedla k varu a vafit se nechala po dobu 30 minut. Po filtraci se
postup zopakoval jesté jednou. Spojené ethanolové extrakty se zahustily oddestilovanim
ethanolu a do zbytku se za horka pfidala horkd voda az do objemu 70 litrd. Vylouéeny
chlorofyl a kyselina ursolova, prezentované jako Sedavé zelena sedlina, se odfiltrovala
na Blchnerové ndlevce pres filtracni papir. Hnédy filtrat se nasledné zalkalizovat 25%
amoniakem az na pH 9 — 9,5 a vznikld sedlina alkaloid( se vytfepala 5 x 15 litry
chloroformu. Chloroformovy vytiepek by odpafen do sucha, kdy se ziskalo 454 g tmavé

hnédého a velice viskdzniho odparku.

4.3.2 Priprava predcisténého chloroformového vytirepku

Pro predcisténi chloroformového vytiepku bylo pouZito na 1 g extraktu 10 g oxidu
hlinitého se stupném aktivity Ill a o velikosti zrn 100 — 250 pg jako stacionarni faze. Na
rozpusténi 1 g extraktu bylo potfeba 20 ml chloroformu. Po filtraci pres sloupec oxidu
hlinitého byl sloupec promyt potfebnym mnoZstvim chloroformu a ndasledné smési
CHCI3-EtOH v poméru 9:1. Filtraty byly ndsledné odpareny a celkem se ziskalo 201 g
CHCI3 tmavé hnédého, velmi viskézniho odparku a 94 g CHCl3 + 10% EtOH hnédého

pénovitého odparku.
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Vytfepek 1 | Vytfepek 2 | Vytfepek 3 | Vytiepek 4
Hmotnost 95g 132 ¢ 115¢g 111g
Mnozstvi Al,O3 950¢g 1320¢g 1150 g 1110¢g
Rozmeéry sloupce 75 x 190 75 x 250 75x 210 75x 230
mm mm mm mm
CHCIs3 na rozpusténi 1900 ml 2640 ml 2300 ml 2220 ml
vytr.
Promyti sloupce CHCls 1900 ml 2640 ml 2300 ml 2220 ml
Odparek CHCI3 49 g 50¢g 58¢g 44 g
Promyti sl. CHCls+ 10 % 1900 ml 2640 ml 2300 ml 2220 ml
EtOH
Odparek CHClz + 10 % 18g 26¢g 19¢g 31g
EtOH
Celkem CHCI3 odparku 201 g tmavé hnédy, velmi viskézni
Celkem CHCI3+10 % 94 g hnédy, pénovity
EtOH odp.

Tabulka €. 3: Priprava pred¢isténého CHCls vytfepku

Lo

-=

L T
y g

Obr. ¢. 25: Chromatogram predcisténého vytrepku
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Kieselgel G UV 254 Merck, drdha 8,5 cm, EtOAc + MeOH 9 : 1, komora nasycen3, vyvijeni
1x, detekce Dragendorffovym Cinidlem

2 - pGvodni, surovy chloroformovy vytrepek alkaloid(i z nati

1 — Cisténi na oxidu hlinitém — eluce sloupce CHCl3

2 — CiSténi na oxidu hlinitém — eluce sloupce CHCIs + EtOH 9 : 1

v 4

4.3.3 Chromatografie predcisténého chloroformového vytrepku

Metodou déleni extraktu na jednotlivé frakce byla sloupcova chromatografie.
Sloupec byl tvofen sklenénou trubici neboli kolonou, jako stacionarni faze se zvolil oxid
hlinity a jako mobilni faze rdzné smési benzenu, chloroformu a ethanolu. Principem
chromatografie bylo rozdéleni extraktu na jednotlivé frakce pomoci stupnovité eluce
rozpoustédly Bz + CHCls, CHCls + EtOH a EtOH. Obsah frakci se priibéziné kontroloval
pomoci tenkovrstvé chromatografie a frakce obsahujici stejné alkaloidy se spojily.
Celkové se ziskalo 531 frakci o souhrnné hmotnosti 142,27 g. Téchto 531 frakci se spojilo
do vyslednych 19 frakci, z nichz 2 byly vylou¢eny pro nulovy obsah alkaloidi. Po
rozdéleni extraktu se nasledné z jednotlivych frakci ziskavaly samotné alkaloidy.

Podminky sloupcové chromatografie jsou shrnuty v tabulce €. 4.

MnoZstvi odparku 200,0¢g
CHCls na rozpusténi odparku 300 ml
Adsorbent na roztér 500 g
Adsorbent Aluminium oxide neutral, ~150

mesh (100 pum) Aldrich No. 199974-

5 kg deaktivovany 6 % vody; 6,0 kg

Délici vrstva ve sloupci & 15x35cm
Vrstva s extraktem @15%x2,9cm
Mrtvy objem 4,4 litru
Frakce 500 ml
Doba toku 1 frakce ca 25 min

Tabulka €. 4: Sloupcova chromatografie CHCIs vytrepku
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Spojené | Frakce Eluce TA (g) | Odparek Popis
frakce (8)
1-16 Bz+ CHCI3=95+5 Vylouceno,
1-27 0 0
17-26 Bz + CHCI; =90 + 10 bez alkaloid(i
27-48 27-48 Bz + CHCl3 =90 + 10 10,1091 | 0,82 Zluty,
voskovity
49-66 Bz + CHClI3=90 + 10 Vylouceno,
49-72 0 0
67-72 Bz + CHCI3 =87,5+12,5 bez alkaloid(i
73-90 Bz + CHCI3 =87,5+12,5
91-98 Bz + CHCI3 =85+ 15 hnédocerveny,
73-110 9,4032 1,44
99-105 Bz + CHCI3 =85+ 15 velmi viskdzni
106-110 | Bz + CHCI3 =80+ 20
111- Zlutohnédy,
111-120 | Bz + CHCI3 =80+ 20 9,5045 0,26
120 velmi viskdzni
121- Zlutohnédy,
121-127 | Bz+ CHCl3 =75+ 25 9,3649 0,28
127 velmi viskdzni
128- 128-146 | Bz+ CHCl3 =75+ 25 63,7974 | 10,81 ﬁl’dk{/, SV.
146 hnédy
147-154 | Bz + CHCl3 =75 + 25 Hnédy, velmi
147- 155-180 | Bz + CHCl3 =70+ 30 viskdzni
71,6769 | 27,03
214 181-194 | Bz + CHCl3 =70+ 30
195-214 | Bz + CHCl3 =65 + 35

Tabulka €. 5: Vybrané spojené frakce sloupcové chromatografie, ¢ervené oznadena

frakce, ktera byla v diplomové praci ddle zpracovavana
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Obr. €. 26: Vybrana frakce 128 — 146, Kieselgel G UV 254 Merck, drdha 8,5 cm, nHx +

EtOAc + EtoNH =30: 11 : 1, komora nasycena, vyvijeni 2x, detekce Dragendorffovo €.

4.4 lzolace jednotlivych alkaloidt

Frakce €. 5, ktera vazila 10,81 g, byla dale délena Flash chromatografii na silikagelu
za gradientové eluce. Jako mobilni faze se pouzila smés CHClza EtOH, podil ethanolu byl
od 0 do 100 % a pratokova rychlost 60 ml/min. Ziskalo se 1,32 g frakce ¢. 128-156/48-
53, kterd se dale délila na sklenénych deskach s tenkou vrstvou silikagelu. Jako mobilni
faze se pouzila smés To-EtOAc-Et,NH (8:2:1) a ziskaly se 3 podfrakce.

Pro nasi diplomovou praci byla dale zpracovavana frakce ¢. 5 128-146/48-53/(3),
ktera vazila 320 mg.

K separaci jednotlivych alkaloidli byla pouZita preparativni tenkovrstva
chromatografie. Frakce byla nejprve nanesena na 20 sklenénych desek pokrytych tenkou
vrstvou oxidu kfemicitého a vyvinuta v komorach nasycenych mobilni fazi. Jako mobilni
faze byla pouzita nasledujici: EtOAc-n-Hx-Et,NH (60:30:1). Ziskali jsme 3 podfrakce LM-
5.1, LM-5.2 a LM-5.3.

Po krystalizaci ze smési EtOH a CHCl3 (1:1) bylo ziskano 54 mg Cisté bilé krystalické
latky LM-5.2, ktera byla nasledné identifikovana a podrobena zkouskam biologické

aktivity.
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Po krystalizaci ze smési EtOH a CHCIs (1:1) bylo ziskano 35 mg latky LM-5.1, ktera
byla spojena s dalSimi frakcemi obsahujici stejnou latku a podrobena dalSimu precisténi.
Hmotnost spojenych frakci latky LM-5.1 byla 60,4 mg.

Spojené frakce latky LM-5.1 byly precistény na komerénich deskach Silicagel 60
F2s4 (Merck) a jako mobilni faze byla pouZita cykloHx-aceton-NHs (50:5:1). Ziskali jsme
podfrakce LM-5.1.1 a LM-5.1.2 a po krystalizaci ze smési EtOH a CHCls (1:1) bylo ziskano
21 mg latky LM-5.1.2.

Treti podfrakce, tedy latka LM-5.3 nebyla alkaloidniho charakteru.

Obr. €. 27: LM-5.1 s necistotou, Minovincin — Minovin - 1 — LM-5.1 s necistotou

4.5 GC/MS analyza a identifikace alkaloidt

Pro identifikaci alkaloidl byla vyuZita metoda plynovd chromatografie s detekci
pomoci hmotnostniho spektrometru. Struktura jednotlivych alkaloidd byla zjistovana
pomoci chromatografu Agilent Technologies 7890A s Triple-Axis hmotnostnim

detektorem Agilent Technologies 5975C.
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Podminky:
Kolona: Agilent Technologies HP5-MS (30 m x 0,250 mm)
Nosny plyn: hélium 5.0 (Linde), 0,8 ml/min
Detektor: hmotnostni spektrometr
Teplota kolony: teplotni program 15 °C/min od 100 °C do 180 °C, 5 °C/min od 180
°Cdo 300 °C, 40 min na 300 °C
Zkouseny roztok: roztok alkaloidniho extraktu 1 mg/ml
Nastrik: pfi 280 °C v objemu 1pl roztoku alkaloidniho extraktu a split v poméru

15:1

lonizace probéhla pfi teploté 230 °C elektrony 70 eV. Detekované fragmenty byly
v rozmezi 40 — 600 m/z. Ziskana spektra izolovanych alkaloidd se porovnala se spektry
nalezenymi v komercni knihovné spekter NIST 11 (National institut of Standards and

Technology Library, USA) a daty, ktera byla uvedena v literature.

4.6 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity alkaloidt
4.6.1 Material a chemikalie

4.6.1.1Chemikalie

10mM roztok Acetylthiocholin jodidu (Sigma-Adrich)

10mM roztok Butyrylthiocholin jodidu (Sigma-Adrich)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

5mM roztok 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny > 98% (Sigma-Aldrich)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

4.6.1.2 Pufry

5mM Fosfatovy pufr, pH 7,4
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Zasobni roztok A

10 mM roztok NaH2PO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,20 g NaH;PO4, nebo
1,38 g NaH,P04.H,0, nebo 1,56 g NaH,P04.2 H,0).

Zdsobni roztok B

10 mM roztok Na;HPOa (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,42 g Na;HPOa, nebo
1,78 g Na;HPO4.2 H,0, nebo 3,58 g Na2HP04.12 H,0).

Smicha se 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

5mM Fosfatovy pufr obsahujici 150 mM chloridu sodného, pH 7,4
8,766 g chloridu sodného p. a. se rozpusti v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a

doplni se jim do 1000 ml.

100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4
Zdsobni roztok A
200 mM roztok NaH2PO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 24,0 g NaH;PO4, nebo
27,6 g NaH;P04.H,0, nebo 31,2 g NaH;PO4 . 2 H,0).
Zdsobni roztok B
200 mM roztok Na;HPO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 28,4 g Na;HPO4, nebo
35,6 g Na;HPO4.2 H;0, nebo 71,63 g NayHPO4.12 H;0).

Smicha se 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

4.6.1.3 Biologicky material

Zdroj lidské acetylcholinesterasy (AChE) — hemolyzat lidskych erytrocytt

Zdroj lidské butyrylcholinesterasy (BuChE) — lidska plazma

4.6.1.4 Pristroje

Reader SynergyTM HT Multi. Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
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4.6.2 Priprava hemolyzatu lidskych erytrocyti a plazmy

Hemolyzat erytrocytll byl pripraven zcerstvé odebrané krve zdravych
dobrovolnikl, ke které byly pfidany 2 ml citranu sodného na 18 ml krve proti srazeni.
Suspenze byla rozdélena do zkumavek a podrobena centrifugaci (4 °C, 10 min, 4000
otacek/min). Oddélend plazma od ostatnich slozek krve se odsala a takto byla
pfipravena pro stanoveni aktivity BuChE.

Erytrocytdrni suspenze byla nasledné tfikrat promyta 5 mM fosfatovym pufrem
(pH 7,4), obsahuijici chlorid sodny a nasledné opét podrobena centrifugaci (4 °C, 10 min,
12000 otacek/min). Pridany pufr byl nejprve odsan a erytrocyty poté smichany s 5 mM
fosfatovym pufrem (pH 7,4) tak, aby 1 ml erytrocytl pfipadal na 35 — 40 ml pufru.
Pfipravena suspenze se michala po dobu 10 minut na magnetické michacce, ¢imz doslo
k spontanni lyze erytrocyt(, a takto byl hemolyzat pfipraven pro stanoveni aktivity v{ci

AChE.

4.6.3 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity (ICso)

Hodnoty ICso byly stanoveny Ellmanovou spektrofotometrickou metodou
s pouzitim 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substrat byly pouZity
estery thiocholinu, které jsou Stépeny esterasami na thiocholin a pfislusnou kyselinu za
vzniku Zluté zbarvenych produktl. Poté se sledoval narlist absorbance za 1 minutu pfi
teploté 37 °C a dané vinové délce (AChE 436 nm a BUChE 412 nm).

Pro stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity 1Cso izolovanych latek se do
mikrotitracnich desti¢ek napipetuje 8,3 ul lidské plazmy (BuChe) nebo hemolyzatu
lidskych erytrocytl (AChE), pfida se 283 ul DTNB a 8,3 ul roztoku izolovanych latek
v dimethylsulfoxidu v klesajici koncentraci 40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM. Poté se pfida
roztok substratu a po 2 minutach se ode¢tou namérené absorbance.

Hodnoty ICsp byly vypocitany z namérenych hodnot poklesu aktivity AChE a BuChE
nelinedrni regresi pomoci programu GraphPaD Prism. Byl stanoven priamér se
smérodatnou odchylkou. Ziskané hodnoty cholinesterasové inhibi¢ni aktivity se poté

porovndvaly s hodnotami ICso referencnich latek (galanthamin, huperzin A a eserin).
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Procenta inhibice (% 1) se pocitaji podle vzorce:
% | = 100-(AAsL/AAsp) x 100
AAg, je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu

AAsa je ndrlst absorbance méreného vzorku
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5 Vysledky

5.1 Identifikace latky LM-5.1.2

Latka 5.1.2 byla pomoci GC/MS analyzy identifikovana jako (-)-minovin.
Procentudlni shoda se spektrem (-)-minovinu v knihovné NIST 11 byla 88,2 %. Retencni

¢as piku je 23,932 minut.

CAS: 19074-77-2

Obr. ¢. 28: Vzorec (-)-minovinu

5.1.1 GC/MS analyza LM-5.1.2
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Obr. €. 29: Chromatogram (-)-minovinu
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Obr. €. 30: MS spektrum (-)-minovinu
EI-MS m/z [M*] 124 (100), 352 (213), 125 (93), 168 (54), 353 (52), 167 (39), 252 (32), 182

(25)

5.1.2 NMR analyza latky 5.1.2

NMR spektra byla naméfena nad ramec mé diplomové prace na Katedre

anorganické a organické chemie.

'H NMR

- _ I\ | [ PO, U | S N
7 6 5 4 3 2 1 ppm
1 . L L . |
789 12087 1.83 3.16 3.06 3.29 4.60 11.62
2.70 8.42 8.21 5.84 8.66 18.98 9.59
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5.2 Identifikace latky LM-5.2

Latka 5.2 byla identifikovana pomoci NMR jako (+)-minovincin. U této latky nebylo

mozné provést GC/MS analyzu. Latka nebyla dostatec¢né tékava.

CAS: 15622-69-2

Obr. €. 31: MS spektrum (+)-minovincinu
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5.2.1 NMR analyza latky LM-5.2

'H NMR
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5.3 Stanoveni inhibi€nich aktivit izolovanych alkaloidt

Latka AChE (pM) BuChE (pM)
Minovin 234,27 £ 63,40 26,32 £2,52
Minovincin > 1000 655,05 £ 35,37
Standardy
Galanthamin 1,710 £ 0.065 42,30+ 1,30
Huperzin A 0,033 £0,001 > 1000
Eserin 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004
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6 Diskuse

V ramci této diplomové praci byla zpracovana frakce 128-146 velkého extraktu.
Nasledné byly izolovany a identifikovany dvé latky. Latka LM-5.2 byla identifikovana jako
(+)-minovincin a latka LM-5.1.2 jako (-)-minovin. Tyto dvé latky byly poté podrobeny
zkouskam inhibic¢ni aktivity na lidské enzymy AChE a BUChE a porovnany se standardy.
Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda ziskané alkaloidy jsou vhodné pro dalsi
zkoumani a mohly by byt potencialné vyuzity v terapii Alzheimerovy choroby.

(+)-Minovincin nevykazoval signifikantni inhibi¢ni aktivitu ani kjednomu
z enzym. (ICso (AChE) = > 1000 uM a ICsp (BuChE) = 655,05 + 35,37 uM). (-)-Minovin
nejevil znamky inhibic¢ni aktivity vici AChE (ICso = 234,27 + 63,40 uM), ale inhibi¢ni
aktivita vici enzymu BUuChE byla znatelné vyssi (ICso =26,32 £ 2,52 uM). | presto je ale
aktivita (-)-minovinu pomérné nevyznamna.

Z divodu znaéného vyuzivani indolovych alkaloid(i v mediciné, byly alkaloidy (-)-
minovin i (+)-minovincin studovdny pro svou complexni pentacyklickou strukturu
z hlediska jejich syntézy.[53][54]

V literatufe byl alkaloidni extrakt rostliny Vinca minor L. zkouman pro jeho
anticholinesterasovou aktivitu také Ellmanovou metodou. Alkaloidni extrakt Vinca
minor L. vykazoval srovnatelnou aktivitu vici BuChE jako galanthamin, viici AChE pusobil

méné.[55]
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ABSTRAKT

Mareckova, L.: Biologickd aktivita sekundarnich metabolit( rostlin VII. Alkaloidy Vinca
minor L. Diplomova prdace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2018

Nejprve byl pfipraven extrakt z nati rostliny Vinca minor L., ktery se nasledné délil
pomoci sloupcové chromatografie na jednotlivé frakce. Vybrana frakce byla nasledné
délena metodou TLC na silikagelu. Byly izolovany dvé latky, které se metodou GC/MS a
NMR identifikovaly jako (-)-minovin a (+)-minovincin, a obé latky se nasledné podrobily
zkouskam inhibi¢ni aktivity enzym( lidské acetylcholinesterasy (hemolyzat lidskych
erytrocytll) a butyrylcholinesterasy (lidska plasma). Jako standardy pro porovnani
inhibicnich aktivit se pouzil Galanthamin, Huperzin A a Eserin. (+)-Minovincin
nevykazoval vyznamné inhibicni aktivity ani k jednomu z enzym (ICso= AChE > 1000 uM,
BuChE 655,05 + 35,37 uM) a neni tedy vhodny pro dalsi zkoumani. (-)-Minovin
nevykazoval vyjimecnou aktivitu vic¢i AChE (ICso = 234,27 + 63,40 uM), aktivita vaci
BUuChE (ICso = 26,32 + 2,52 uM) byla vyssi nez u Galanthaminu, ale stale relativné nizka
pro dalsi zkoumani. Cilem této prace byl predevsim vybér vhodnych alkaloidl Vinca

minor L., které by mohly byt potencidlné vyznamné v |écbé Alzheimerovy choroby.

Klicova slova: Vinca minor L., Alzheimerova choroba, cholinesterasa, indolové alkaloidy,

minovin, minovincin



ABSTRACT

Mareckova, L .: Biological activity of secondary plant metabolites VII. Alkaloids of Vinca
minor L. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove,

Hradec Kralové, Department of pharmaceutical botany, Hradec Kralové 2018

There was prepared an extract from aerial parts of the plant Vinca minor L. This
prepared extract was separated by the column chromatography into individual
fractions. One chosen fraction was separated by TLC on silicagel. Two substances were
isolated and they we identified by GC/MS and NMR as (-)-minovin and (+)-minovincin.
These two substances were tested for their inhibition activity against human
acetylcholinesterase (hemolysate of human erythrocytes) and butyrylcholinesterase
(human plasma). Their inhibition activity was compared to standards which were
Galanthamin, Huperzin A and Eserin. (+)-Minovincin did not show significant inhibitory
activity against either enzyme (ICso = AchE > 1000 uM, BuChE 655,05 + 35,37 uM) and it
is not suitable for further investigation. (-)-Minovin showed no significant activity against
AChE (ICso = 234,27 + 63,40 uM), activity against BUChE (ICso = 26,32 + 2,52 uM) was
higher than inhibitory akctivity of Galanthamin, but still relatively low for further
investigation. The aim of this work was mainly the selection of suitable Vinca minor L.

alkaloids, which could potentially be relevant in the treatment of Alzheimer's disease.

Key words: Vinca minor L., Alzheimer's disease, cholinesterase, indole alkaloids,

minovin, minovincin



